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摘要:采用 RTＧPCR和RACE技术从奥林达夏橙 [Citrussinensis(L􀆰)cv􀆰Olinda]果萼离层中分离出１个低氧应

答基因,命名为CsHRP．CsHRP 基因的序列分析推测其编码９８个氨基酸残基．CsHRP 基因组序列与cDNA比对

结果表明其含有２个内含子．Blastp分析发现,CsHRP 含有保守的低氧应答保守结构域 HIG _１_ N,与可可、玉

米、橡胶树等植物中的同源蛋白相似度达６８％~８１％．亚细胞定位显示CsHRP 是细胞膜/细胞壁锚定蛋白．qRTＧ
PCR试验结果显示CsHRP 在幼苗子叶中的表达量明显高于根、茎、叶．在逆境处理条件下,CsHRP 表达受低温,
高盐,PEG６０００,脱落酸,乙烯,甲基茉莉酸和水杨酸诱导,说明该基因响应多种信号转导．
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土壤的水淹降低了植物根际 O２ 浓度,形成低氧或无氧状态,影响植物的正常生长发育和生理代

谢[１－３]．事实上,在空气中含氧量正常条件下植物也会遭受低氧胁迫,这是由于植物组织细胞内的氧运输阻

碍造成的[４－５]．
近年来就植物在低氧条件下的生理生化反应开展了深入研究,随着分子生物技术的发展和应用,人们

对于低氧胁迫的研究重点已转向功能基因的分析．植物通过调控转录水平和翻译特异性基因来增加其对低

氧环境的适应性[６]．目前,相关低氧应答转录因子和低氧应答基因已被克隆研究[７－９]．植物中已报道的低氧

应答相关转录因子有 MYC,MYB,AP２/ERF和 NAC家族成员[１０－１３],而植物中低氧应答基因的报道则相

对较少．低氧应答基因广泛存在于真核生物中,在动物和细菌中研究比较深入,低氧应答基因编码的氨基

酸特点是在 N 端含有保守的 HIG_１_N结构域,该结构是潜在的跨膜区域[１４]．
本试验通过RTＧPCR和RACE技术从奥林达夏橙[Citrussinensis(L􀆰)cv􀆰Olinda]果萼离层中获得了

１个低氧应答基因,命名为CsHRP,研究了该基因在不同外源激素和非生物胁迫下的表达模式,并且还对

该基因蛋白进行了亚细胞定位．

１　材料与方法

１􀆰１　试验材料及处理

本试验采用的材料是１月龄奥林达夏橙无菌苗．奥林达种子采自中国农科院柑桔研究所资源圃,种子
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先用１mol/L的NaOH 处理３０min,再用３％的次氯酸处理３０min,最后无菌水清洗３~５遍．然后将消毒

种子去除种皮播于 MS培养基上,在２８℃,１６h光照与８h黑暗条件下生长１个月．１月之后将奥林达幼

苗放入乙烯质量浓度为２０mg/L的密闭容器中(５０L),处理４,１２,２４,４８h;分别用１００μmol/LABA,

２mmol/LMeJA和１００μmol/LSA 处理幼苗０,２,４,８,１２和２４h;将幼苗分别置于４ ℃,２５０mmol/L
NaCl,２０％的PEG６０００条件下处理０,２,４,８,１２和２４h;每个处理重复３次．于不同处理时间点收集材料并

立即用液氮速冻,－８０℃保存．
１􀆰２　RNA,DNA提取和cDNA合成

试验材料总RNA的提取使用天根公司试剂盒RNApreppureKit．cDNA的合成使用Promega公司的

反转录试剂盒PromegaReverseTranscriptionSystem．柑橘叶片DNA的小量提取参照天根公司PlantGeＧ
nomicDNAKit说明书操作．
１􀆰３　CsHRP 基因克隆与序列分析

根据前期获得的柑橘基因组芯片数据(CitrusGenomeArray,Affymetrix),找到CsHRP 基因的探针

号,在 HarvESTCitrus１􀆰２５EST数据库中查找到相关EST序列,再根据EST序列使用引物设计软件设

计基因特异性引物 A１和 A２(A１:TTCTGAACGACCCACTCCCTAACAGATT;A２:CCTCCTCGGACＧ
CTCATTTCTCATTCAGT)[１５],最后通过５􀆳和３􀆳RACE技术获得该基因的全长,试验操作按照SMARＧ
TTM RACEcDNAAmplificationKit的说明书进行．

分别使用BLASTp(http://blast􀆰ncbi􀆰nlm􀆰nih􀆰gov/Blast􀆰cgi)和ConservedDomains(http://www􀆰
ncbi􀆰nlm􀆰nih􀆰gov/cdd)分析氨基酸序列的同源性和蛋白的保守结构域．蛋白的相对分子量和等电点用

DNAStar分析．MEGA５􀆰１用于多重序列的比对分析．
１􀆰４　实时荧光定量分析

采用该基因特异引物 BF/BR(BF:CGGGTTCCATCGCCTACA;BR:CACCAGCAAGAGCAGCＧ
CAGT)分析CsHRP 基因表达模式,以柑橘ACTIN(ACTINＧF:CCCCATCGTTACCGTCCAG;ACTINＧ
R:CGCCTTGCCAGTTGAATATCC)为内参基因．使用 BioＧRadCFX９６TM 荧光定量 PCR 仪(BioＧRAD,

USA)进行实时定量PCR检测,具体操作按照PromegaGoTaq􀆿 qPCR MasterMix进行,PCR反应体系

(２０μL)如下:MasterMix(２×)１０μL,正向引物(１０μmol/L)０􀆰２μL,反向引物(１０μmol/L)０􀆰２μL,总

cDNA１μL．PCR反应程序为９５℃变性２min,９５℃１０s,６０℃６０s循环４０次．通过溶解曲线检测引物

是否可用．按照公式(２－△△Ct,△Ct＝Ct目标基因 －Ct内参基因 )进行数据分析．设定未处理材料的数据(对照)为

１,其他数据相对进行比较．使用SPSS１９􀆰０软件进行显著性分析．
１􀆰５　亚细胞定位载体的构建和定位分析

根据CsHRP 去除终止密码子的 ORF序列分别设计含有BamHⅠ和SamⅠ酶切位点的引物 DF/DR
(DF: CATTCAGTTTTCGTTTTCTTCTTTTTTCATCTT; DR: ATCCTTGTGTGCGTATGGATＧ
CAGCCG),经过双酶切把该片段插入pBI１２１载体(含有报告基因GFP)中,构成融合表达载体(含有３５SＧ
CsHRPＧGFP),再将构成的载体转入农杆菌LBA４４０４．蛋白定位方法根据Sun等[１６]对农杆菌介导洋葱表

皮细胞瞬时表达的报道进行,将已转入载体的农杆菌侵染洋葱表皮,侵染之后将其置于２３℃条件下黑暗

培养３６h,荧光蛋白的亚细胞定位使用荧光共聚焦显微镜进行观察．

２　结果与分析

２􀆰１　奥林达果实离层CsHRP 基因的克隆及序列分析

通过RACE获得CsHRP 的cDNA全长为７９５bp,开放阅读框为２９７bp,预测可编码含９８个氨基酸

残基的多肽,分子量为１０􀆰８４kD,等电点为９􀆰６０．通过比对cDNA发现,该基因的基因组序列含有２个内

含子(图１)．CsHRP 蛋白二级结构预测显示CsHRP 主要是由２个α 螺旋(图２),３个随机卷曲组成．
Blastp预测结构功能区发现,CsHRP 含有１个低氧诱导蛋白保守结构域(第１６个氨基酸至第６７个氨基酸

区域),２个N端酞基化位点(第３０氨基酸至第３５氨基酸,第４３氨基酸至第４８氨基酸区域)和２个转膜结

构域(第２０氨基酸至第４０氨基酸,第５７氨基酸至第７４氨基酸区域)．从结构上预测CsHRP 具有跨膜结
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构,推测可能与信号传导、物质运输有关．进化分析显示,CsHRP 与橡胶树中的低氧应答基因聚类在一

起,见图３．

图１　CsHRP 基因组序列结构

Ⅰ:低氧蛋白保守结构域(HIG_１_N);Ⅱ:N 端肽激化位点(MYRISTYL);Ⅲ:跨膜区域;H:螺旋结构;E:延伸区域．

图２　CsHRP 蛋白结构特征

图３　柑橘CsHRP 与拟南芥相似蛋白氨基酸序列的系统进化树分析

２􀆰２　CsHRP 蛋白的亚细胞定位

采用农杆菌侵染法将含有３５SＧCsHRPＧGFP和３５SＧGFP载体转化到洋葱表皮细胞中,获得高效瞬时

表达,绿色荧光蛋白在４７５nm 蓝光激发下产生５０９nm 的绿色荧光．如图４,３５SＧCsHRPＧGFP融合表达载

体转化细胞的细胞膜/细胞壁有激发荧光,而表达３５SＧGFP载体的细胞在整个细胞中都有分散荧光信号,
说明CsHRP 是细胞膜/细胞壁锚定蛋白．
２􀆰３　CsHRP 基因表达分析

２􀆰３􀆰１　CsHRP 在各个组织器官的表达特异性

CsHRP 基因在１月龄奥林达幼苗不同组织中的实时荧光定量PCR分析结果显示,CsHRP 在子叶中

表达量最高,而在根、茎、叶中的表达量低,其中在茎中的表达量最低(图５)．
２􀆰３􀆰２　外源激素处理对CsHRP 表达的影响

根据本试验前期芯片数据,在乙烯处理的果萼离层区CsHRP 基因表达受强烈诱导．为进一步验证此结

果,本试验用２０mg/L的乙烯处理奥林达幼苗,结果显示其在乙烯处理１２h时达到最高．CsHRP 基因在脱落

酸(ABA),甲基茉莉酸(MeJA),水杨酸(SA)处理条件下强烈表达,且都在处理后４h达到最高(图６)．
２􀆰３􀆰３　外界非生物胁迫条件下CsHRP 的表达

从图７可以看出,在脱水胁迫(２０％PEG６０００)下,CsHRP 表达在处理２h时上升,此后变化呈波动

状态,但都较对照更高;在２５０mmol/L的 NaCl处理下,CsHRP 的响应在２h时明显上升,继而有所下

降,并在处理８h时达到最高,此后随处理时间而下降;在４℃冷害胁迫下,CsHRP 表达在处理期间不
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断上升,在２４h时达到最高．

A,D:白光下洋葱表皮细胞图;B,E:荧光显微镜下CsHRPＧGFP蛋白,GFP蛋白的绿色荧光信号;C:A和B的重叠图像;F:D与 E的

重叠图像．

图４　CsHRP 和GFP在洋葱表皮细胞中的瞬时表达

图５　CsHRP 基因在不同组织中的相对表达量

３　讨　论

本试验从奥林达夏橙中克隆了低氧应答基因

CsHRP 的cDNA全长,氨基酸序列分析显示其具有

低氧应答基因 HIG_１_N 家族的保守结构,该结构被

认为是潜在的跨膜区域,CsHRP 蛋白定位在洋葱表

皮细胞的细胞膜/细胞壁上也验证这一点．进化分析

显示CsHRP 蛋白与双子叶植物橡胶树中低氧应答基

因相似度最高,达到８１％．
子叶是种子萌发及幼苗时期主要的能量来源,也

是需氧量最高的组织[１７]．qRTＧPCR分析CsHRP 基因在幼苗的子叶中的表达量最高,推测在柑橘生长过程

中氧气供应量不充足时则形成了相对低氧状态,而子叶的需氧量较大,故而激发了该基因的大量表达,而

其他组织的需氧量相对较小,所以CsHRP 基因的表达量比子叶中该基因的表达量相对要低．低氧应答基

因的表达不仅参与发酵、糖代谢而且影响乙烯合成相关基因的表达[１８－１９]．前期芯片数据和qRTＧPCR均显

示CsHRP 基因受乙烯的强烈诱导,推测可能参与乙烯应答途径．乙烯与茉莉酸(JA),水杨酸(SA),脱落

酸(ABA)被认为是与植物生物胁迫最为密切的植物激素[２０－２１],它们的信号途径存在广泛的交叉反应[２０]．
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在本试验分析中CsHRP 基因受乙烯,SA,JA和 ABA等激素诱导强烈表达,推测CsHRP 基因参与了多

重信号传导途径．

∗ 表示p＜０􀆰０５;∗∗ 表示p＜０􀆰０１．

图６　CsHRP 基因在不同外源激素处理下的表达量

∗ 表示p＜０􀆰０５;∗∗ 表示p＜０􀆰０１．

图７　非生物胁迫下CsHRP 基因的相对表达量
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植物是专性好氧性生物,当遇到水淹时就会造成氧气供应不足即低氧胁迫,植物体内具有相应的应答

机制来应对各种生物和非生物胁迫．Muhammad用淹水处理大麦时发现,气孔传导率、根的导水率和根部

的耗氧量均增大,同时低氧应答基因表达量也升高,说明低氧应答基因可能起到增加植物抗胁迫能力的作

用[２２－２３]．在试验中CsHRP 基因受高盐、脱水和冷处理胁迫的诱导,说明CsHRP 不仅响应低氧胁迫应答,
而且对生物和非生物胁迫均有应答响应,推测其具有增强柑橘抗胁迫的能力．
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Cloning,SubcellularLocalizationandExpression
AnalysisofCsHRPGenefromCitrus

CHEN　Jiao１,２,３,　MAYanＧyan３,　ZHANG　Jun３,　YANGXueＧlian２,
ZHONGGuangＧyan４,　ZHUShiＧping３,　LUZhiＧming２

１􀆰CashCropStationofAgricultureandAnimalHusbandryBureauofFushunCounty,FushunSichuan６４３２００,China;

２􀆰SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China;

３􀆰CitrusResearchInstitute,ChineseAcademyofAgriculturalScience,Chongqing４００７１２,China;

４􀆰InstituteofFruitTreeResearch,GuangdongAcademyofAgriculturalSciences,Guangzhou５１０６４０,China

Abstract:Ahypoxiaresponsivegene,CsHRP,wasclonedfromthefruitabscissionzoneofsweetorange
[Citrussinensis(L􀆰)cv􀆰Olinda]usingRTＧPCRandRACE．Accordingtosequenceanalysis,CsHRPenＧ
codedaproteinof９８aminoacidresidues．AlignmentofCsHRP genomicDNAsequenceswithcDNA
showedthatthegenecontainedtwointrons．BLASTpanalysisshowedthatCsHRP proteincontaineda
conservedhypoxiainducedproteinconservedregionHIG_１_N,andshared６８％－８１％aminoacididentiＧ
tieswithitshomologousproteinsfromTheobromacacao,Zeamays,Heveabrasiliensisandotherspecies．
SubcellularlocalizationrevealedthatCsHRPproteinwaslocalizedincellwall/cellmembrane．Quantitative
realＧtimePCRresultsshowedthattheexpressionofCsHRP washigherincotyledonsthaninleaves,

stemsandroots．Underadverseconditions,CsHRP wasinducedbycold,salinity,PEG６０００,abscisicacid
(ABA),ethylene(ET),methyljasmonicacid(MeJA)andsalicylicacid(SA),suggestingthatthisgene
mayrespondtomultiplesignaltransductions．
Keywords:Citrus;hypoxiaＧresponsivegene;geneexpression
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７第２期　　　　　陈　娇,等:柑橘低氧应答基因CsHRP 的克隆、亚细胞定位及表达分析
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